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研究成果
目的と研究のデザイン
私たちは、 HUMARAによるクローン解析を、表層拡大を示す胃の印環細胞癌や食道癌など、
field carcinogenesisが示唆されていた腫擦に用い、そのほとんどが単クローン性であることを
これまで明らかにしてきた (Bambaet al.， 1998; Tamura et al.， 2001)。この研究では、クローン
性に増生する細臨集団を作りながら、腫蕩細胞がどのように悪性度を増して行く(=進展する)
のかを解明するために、不可逆的かつ蓄積性に変化するゲノムレベルの変化を手がかりに、腫蕩
内の多様な成分(サブクローン)の聞の系譜を明らかにしようとした。腫傷内の多様性から時間
軸を遡り、 earlyeventとlateeventとを識別できるこのようなアプ口ーチを、私たちは temporal
analysisと呼んでいる。
この研究では、ゲノムレベルの変化として、 CGHによる染色体構造の変化に注目することに
した。 CGHによって、(コピー数の増減を伴う)構造異常を全染色体にわたって網羅的にスクリ
ーニングできるだけでなく、マイクロサテライト解析では多数のマーカーを必要とする染色体コ
ピー数の増減の境界 breakpointを比較的容易に知ることができる。 breakpointが偶然一致する
ことはまれであるので、腫蕩内の組織型や進展の時期の異なるサンプル聞でそれが一致すること
により、クローンの共通性を明らかにできるのである。
2年間の研究期間内の初年度に、microdissectionによって個々の腫蕩内の複数箇所より採取し
た腫蕩細胞の DNAをDOP-PCRで増幅し、 CGHに用いる場合の方法論的な問題点を検討して
方法を確立し、2年目にはこれまで間質の混入が多いために解析が困難とされてきた宋分化型胃
癌にその方法を応用した。
初年度の具体的目標
これまで microdissectionの比較的容易な食道癌を用いて多数箇所のサンプリングから腫蕩内
の染色体構成の多横性から temporalanalysisを行ってきた (Kamitaniet al.， 2002; Shiomi et al， 
in press)が、それらの経験も踏まえて、初年度に以下のような問題点を抽出した。まず、上記
のような temporalanalysisを行うためには、サンプル聞で間質成分の混入の割合が一定である
必要がある。間質成分の混入率が変わればそれだけで CGHの結果 (G/R比のシフトサイズや
breakpointの位置)が異なり、これが「変化」と誤って判断される可能性がある。間質成分の混
入が一定であることをどのようにモニターすればよいのかということが、まず問題になった。次
に、 DNAのコピー数の増減がDOP-PCRよる増幅の過程や標識の過程で変化してしまわないか
どうか、また PCR増幅のexponentialphaseとplateauphaseでコピー数が変化しないかどうか、
2種類の細胞を種々の割合で混入させて DOP-PCR増幅を行った場合、その成分比が増幅過程を
通じて保たれるかどうかを検討した。
初年度の結果とその意義
間質成分の混入率は、すべてのサンプルに共通な変化(これを stemline変化と名づけた)に
注目することで評価できることに気づいた。約 20例の未分化型胃癌で多数箇所から採取したサ
ンプルを解析した結果、 stemline変化は約85%の症例で検出できた。これらの症例で、その変
化の G/R比を比較することによって、間質成分の混入の程度が評価でき、混入の多いサンプル
を除外して検討することができた。
DOP-PCR後に nicktranslation標識を行い、効率よく標識するためには長い DNAを長いまま
増幅できなければならない。そこで、 PCR反応の polymeraseを再検討し、 EXTaq (Takara) 
がその目的に適していることが分かった。
リアルタイム PCRでPCR増幅の phase間 (exponentialかplateauか)で CGHの結果を比
較したところ、有意な差は見られなかった。そのために以後の検討は plateauphaseまで
DOP-PCRを行うことにした。
DOP-PCRと標識法の影響と 2種類の細胞の混合比の constancyの確認は、染色体 DNAの1
コピーの増減と 2コピーの増減を識別できる、near-tetraploidのKATO・1細胞を用いて検討した。
Kato 1細胞に正常細胞を種々の割合で混合した contaminationmodelを作成して CGHを行い、
混合比に応じたG/R比の変化がDOP・PCRによって修飾されるかどうかを検討した。そのさい、
まず2、3、4，7， 11、18番染色体の FISHを行い、 1、2コピーの loss、1-3コピーのgainの
領域を割り出し、それぞれの領域のコピー数の変化がCGHでどれだけ検出できるかを調べた。
その結果、 CGHでは、 DOP-PCRによる増幅の有無がG/R比の prof悔や正常細胞の混合による
G/R比の変化に影響することはほとんどなかった。また、nicktranslation標識では、理論値通り、
DNA-tetraploidの腫蕩に正常細胞のcontaminationが20%来満の条件で 1コピーのgainがCGH
で捉えられた。しかし、染色体の 1コピーlossを捉えることは困難であった。
これまで食道癌の CGH解析を nicktranslation標識 (Shiomiet al.， in press)だけでなく、
DOP-PCR標識によっても行ってきた (Kamitaniet al.， 2002)が、両者の聞でデータにかなりの
不一致があった。上述の Kato-III株を用いた方法で DOP-PCRによる標識を検討すると、 nick
translation標識にくらべ、 falsepositiveの変化が検出されやすいことが分かった。
また初年度から、 2年目の応用を視野に入れて、来分化型買癌からいかに腫霧細胞を効率的に
採取するかの検討を始めていた。そして、あらかじめ炎症細胞の少ない部分の選び、そこで
microdissectionを行うことが最も重要であることが分かった。
次年度の具体的目標
初年度で確立したプ口卜コールを用いて、腫蕩内の複数箇所で microdissection、DOP-PCR、nick
translation標識後の CGHを行い、染色体(部分)のコピー数変化の結果(特にその breakpoint
の位置の共通性と多横性)から腫蕩内のサブクローン聞の系譜解析を仔った。
次年度の結果とその意義
Diffuse型胃癌23例の個々の腫蕩内の多数箇所からサンプリングを行い、それぞれのサンプルか
ら抽出した DNAをEXTaqを用いた DOP-PCRで増幅後、 nicktranslationで標識後、 CGHに用
いた。その結果から、個々の腫蕩内の検索したすべてのサンプルに見られた変化を(上記のよう
に)stemline変化と定義し、進展の時間経過とともに、それらに更に変化 (sideline変化)が付
加していったプロセスを、多数のサンフルの結果から症例ごとに再構築した。また、検出された
変化の中から earlyeventsとlateeventsを抽出した (Penget al.， in press)。
stemline変化としてよく見られたのが、 8p+、8q+，17pーであった。 Eカドヘリンのある 16qー
もかなり高頻度に見られた。 E-カドヘリンは主としてメチル化によって silencingが起こると考
えれられているが、私たちの結果はゲノムの lossも伴っていることが少なくないことを示して
いる。同様の多数箇所からのサンプリングを食道癌で行い、 p16のプ口モータ領域のメチル化と
p16のある 9pのLOHを調べたところ、メチル化による silencingは病変のほぼ全体に起こって
いたが、 LOHはその内の一部に起こっているだけであったo LOHはメチル化による silencing
が起きた後からでも追い討ち的に生じてくることが明らかになった (Tokugawaet al， 2002)。同
様のことが、 Eカドヘリンのある 16qでも起こっているものと考えられる。
次に組織形態との関連を見たoサンプルごとに印環細胞癌と低分化腺癌とを比較すると、高頻
度でかっしばしばstemlineに見られた 7q、80、8a、170の変化は驚くほど一致していたが、 20旦
とXo、Xqのgainは低分化腺癌で増加していた。このことから、印環細胞癌と低分化腺癌は共
通の遺伝子異常によって生じ、共通の lineageに属していること、そして印環細胞癌に更に変化
が加わって低分化腺癌になると考えられた。
進行癌の earlyeventsが早期癌の変化とどのくらい重なるのかを検討するために早期癌と進
丘重で比較すると、これも stemlineでよくみられた 8p、8a、17pの変化が両者で共通していた
ことから、多くの進行癌は早期癌に由来することが分かった。一方、 18aのloss、7Dと150の
9.el止が進行癌で有意に多く、逆に4qlossは早期癌に多い傾向があった。これらが早期から進行
期への進展に関与していることが推定された。
このように microdissectionによって未分化型胃癌でさえ CGH解析ができるようになり、多
数箇所のサンプリングによって、その進展や組織像の変化を染色体異常と関連づけて理解できる
ようになって来た。そのさい、染色体変化の腫蕩内多様性について信頼性の高いデータを得るた
めには、 stemlineすなわちサンプル聞で共通の変化に注目し、その G/R比のshiftsizeから各サ
ンプルでの間質のコンタミネーションの程度を常にモニターし、それがサンプル間でそろってい
ることを確認した上で、サンプル聞の遣いに言友すべきであることが分かった。
今後の研究の展開
ーCGHでは nicktranslationによる標識が標準的に用いられているが、その場合、近4倍体腫傷
での 1コピーの染色体減少を検出することが困難である。これを検出するために、標識方法を
再検討する必要がある。
ぺineage解析のツールとして CGHを捉えなおし、個々の腫蕩の組織像のvariationだけでなく、
今後は腫蕩の分類上の組織型がどの程度lineage(genetic pathway)から異なっているのかを明
らかにしていきたい。従来から用いられている胃の分化型、未分化型の分類についても、両者は
胃癌として共通の lineageに属し分化度が異なるだけなのか、根本的に lineage(genetic 
pathway)から異なるのかについて、決着をつけるためには、マーカー遺伝子によるスポット的
な解析でなく、本研究のような網羅的方法が必要である。
-今回の研究では十分達成できなかった点に胃癌のプ口イディ解析がある。染色体解析は構造や
コピー数の異常だけでなく、染色体総数の情報が加わってはじめて完結する。今後、これまで行
ってきた胃癌症例で ploidy情報を追加し、解析を進めて行きたい。
